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(57) Abstract 



The mixtures used for the detection reaction are obtained as a simple addition of oligonucleotides, contain homologous se- 
quences selected amongst related genomic sequences and may comprise non homologous sequences and/or changes with respect 
to known sequences. The mixtures used for the identification reaction, consecutive to the detection or not, are obtained by addi- 
tion of oligonucleotides, terminate at their extremity 3' by a sequence specific to the sequence to be typified, are configured so that 
the specific amplified fragments are different between each other as to the size or as to any other physical or chemical marking 
and may comprise changes with respect to known sequences. The new processes and mixtures are specially used for the detection 
and typing of related infectious agents, specially related viruses. 

(57) Resumes 

Las mezclas utilizadas para la reaccion de deteccion se obtienen como suma simple de oligonucleotides, contienen secuen- 
cias homologas seleccionadas de entre las secuencias genomicas relacionadas y pueden contener secuencias no homdlogas y/o al- 
teraciones respecto a las secuencias conocidas. Las mezclas utilizadas para la reaccion de identification, consecutiva o no a la de 
detecct6n, se obtienen como suma de oligonucleotides, termtnan en su extremo 3' en una secuencia especifica dt la secuencia a 
tjpificar, estan disenadas de manera que los fragmentos especificos araplificados son diferentes entre si por tamano u otro marca- 
je fisico o quimico y pueden contener alteraciones respecto a las secuencias conocidas. Los nuevos procedimientos y mezclas son 
especialmente utilizables para la deteccion y tipificaci6n de agentes infecciosos relacionados, especialmente de virus relaciona- 
dos. 
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yitulo 

PROCEDIMENTOS DE AMPLIFICACION DE GENOMA Y MEZCLAS DE 
OLIGONUCLEOTIDOS INICIADORES PARA LA DETECCION Y LA 
IDENTIFICACION DE SECUEMCIAS GENOMICAS RELACIONADAS 

5 

Cfrmpp de la invencidn 

La invenci6n se refiere a nuevos procedimientos y 
mezclas utilizados para la deteccibn y la identif icaci6n de 

L0 secuencias genbmicas relacionadas , especialmente de agentes 
infecciosos relacionados, especialmente de virus 
relacionados. Los nuevos procedimientos y mezclas son 
especialmente \Stiles para realizar de manera simple, rdpida 
y econdioica el diagndstico de infecci6n por agentes 

15 relacionados entre si, especialmente el diagnbstico de 
infecci6n por virus relacionados entre si. 

Definiciones 

20 El t6rmino "iniciador" , segiin se aqui se utiliza, 

define una moldcula o mezcla de mol6culas que contiene(n) 
ads de tres deoxirribonucledtidos o ribonucle6tidos; puede 
existir naturalmente , ser un fragmento de un enzima de 
restriccion o ser producido sint6ticamente. Cuando est* en 

25 condiciones adecuadas, es capaz de actuar como punto de 
iniciacidn para la slntesis de una hebra de Scido nucl6ico 
complementaria a la hebra con la cual es capaz de hibridar. 

El t6rmino "amplif icacion de genoma n , segun aqui se 
30 utiliza, define cualquier procedimiento de amplif icacibn 
exponencial de genoma que utiliza iniciadores segtin se han 
definido. 



35 



El t6rmino "grado de degeneraci6n" , segiin aqui se 
utiliza, define el ntimero de diferentes mol6culas presentes 
en un iniciador. 
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El termino "zona conservada", seg\in aqui se utiliza, 
define una zona homdloga en diferentes genomas. La 
homologia es preferiblemente mayor del 50%, mas 
preferiblemente mayor del 70% y mas preferiblemente aun, 
mayor del 90%. 

El termino "secuencia gendmica relacionada" , segun 
aqui se utiliza, define una secuencia gen6mica que incluye 
al menos dos zonas conservadas. 



10 



30 



35 



gstado de la tecnica 



Con frecuencia, el laboratorio de diagndstico se 
encuentra ante la necesidad de realizar diferentes ensayos 

15 para la deteccidn e identificacidn de organismos 
relacionados, especialmente de agentes infecciosos. En este 
sentido, son frecuentes los sindromes que pueden ser 
causados por agentes infecciosos diferentes, pero 
generalmente relacionados entre si. Mononucleosis 

20 infecciosa en la infancia, meningitis, meningoencefalitis 
y encefalitis en poblacidn adulta y neumonitis, hepatitis, 
esofagitis o nefritis en enfermos con inmunodepresi6n 
celular son algunos ejemplos de sindromes que pueden ser 
debidos a diferentes miembros de la familia herpesviridae . 

25 El slndrome de inmunodef iciencia adquirida, por otra parte, 
es otro ejemplo de sindrome producido por diferentes 
miembros de la familia retroviridae . 



Existen metodos ya descritos que permiten la detecci6n 
de agentes infecciosos relacionados entre si. La 
hibridaci6n con sondes en zonas relativamente conservadas 
o el uso de anticuerpos monoclonales o policlonales para la 
deteccidn de epitopos comunes son metodos clasicos pero con 
problemas de sensibilidad y especificidad. 

Otros metodos alternatives se nan hecho posibles tras 
la descripci6n de la reaccidn en cadena de la polimerasa 
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(PCR) por Saiki et al. (Science 210., 1350 y Nature 221: 
163), por Mullis en la Patente U.S. N« 4.683.195, por 
Mullis et al. en la Patente U.S. N° 4.683.202 y por CETUS 
en la Solicitud de Patente Europea 201.184. Las patentes 
5 describen procedimientos para detectar la presencia o 
ausencia de al menos una secuencia especifica de dcido 
nucl6ico en una muestra que contiene una mezcla de 
secuencias. Esencialmente , el procedimiento consiste en 
efectuar un ntimero de amplif icaciones ciclicas en las 

10 cuales los iniciadores, especificos de la secuencia que se 
desea amplif icar, delimitan los extremos de la secuencia 
amplif icada. Cada uno de los ciclos esencialmente consiste 
en tres etapas: desnaturalizaci6n de la doble hebra del 
genoma, hibridacidn de los iniciadores y elongaci6n de la 

15 cadena; la repeticidn del ciclo conduce a una acumulaci6n 
exponencial del fragmento de genoma delimitado por los 
iniciadores . 

Tomando como metodologla bdsica la PCR, se han 

20 descrito diferentes m6todos de amplif icaci6n de secuencias 
de organismos relacionados , utilizando iniciadores con un 
elevado grado de degeneraci6n seleccionados en zonas 
conservadas entre los organismos relacionados. El m6todo se 
ha descrito para diferentes familias de virus, entre ellas 

25 para herpesviridae por Numberg et al (J. Virol. £2: 3240), 
para retroviridae por Donehower et al. (J. Virol. Methods, 
2&: 33) y Shih et al. (J. Virol. §1: 64), para 
hepadnaviridae por MacK y Sninsky (Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA 25: 6977) y para papillomaviridae por Ting y Manos (en 

30 PCR PROTOCOLS, Academic Press). Aunque los m6todos 
descritos permiten la amplif icaci6n de organismos 
relacionados con una tinica combinacidn de iniciadores, el 
uso de un elevado grado de degeneraci6n conduce 
generalmente a una escasa sensibilidad de detecci6n, debida 

35 a la pequena proporci6n de iniciador especlfico de la 
secuencia presente en la muestra a amplif icar, al tiempo 
que a una escasa especif icidad, mayor cuanto menor sea la 
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longitud de los iniciadores. Con los m6todos descritos, la 
escasa especif icidad es en la mayoria de los casos d.ificil 
de solucionar, ya que las secuencias conservadas no suelen 
ser mayores de 4 6 5 aminodcidos; asi, cuando se ensaya el 
5 m6todo sobre muestras complejas que contienen genoma de 
gran tamano, por ejemplo el humano, los iniciadores son 
capaces de hibridar inespeclf icamente con zonas del genoma 
simi lares. 

10 Por otra parte, aunque las patentes anteriores 

reivindican al menos una secuencia y afirman que pueden 
amplif icarse al mismo tiempo multiples secuencias, no 
aportan un procedimiento efectivo para amplif icar multiples 
secuencias al mismo tiempo. La adicidn de iniciadores para 

15 una segunda secuencia es normalmente posible, pero cuando 
se anaden iniciadores para m&s de dos secuencias, el 
procedimiento falla y produce un gran ntimero de 
amplif icaciones inespeclf icas. 

20 pescripcifri la invencxfoi 

La presente invencidn tiene por objeto describir 
nuevos procedimientos y mezclas para la detecci6n e 
identif icaci6n de secuencias gendmicas relacionadas. 

25 

Un aspecto de la invencion es un procedimiento de 
amplificaci6n de genoma para la detecci6n de secuencias 
gendmicas relacionadas en una tinica mezcla de reaccidn, 
caracterizado porque al menos uno de los iniciadores 
30 utilizados es en una mezcla caracterizada 

i) por obtenerse como suma simple de oligonucledtidos , 

ii) por incluir, cada uno de los oligonucledtidos 
componentes de dicha mezcla, prefer entemente en su extremo 

35 3', secuencias homdlogas seleccionadas de entre las 
secuencias relacionadas que se quieren amplif icar, 

iii) por poder incluir ademds, cada uno de los 
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oligonucle6tidos coiaponentes de dicha mezcla, 
prefer entemente en su extremo 5', secuencias no hom61ogas 
seleccionadas de entre las secuencias relacionadas que se 
quieren amplificar, y 
5 iv) porque uno o mds de los oligonucleotides componentes 
de dicha mezcla pueden diferenciarse de las secuencias 
conocidas que se quieren amplificar en la menos un 
nucledtido. 

10 Otro aspecto de la invenci6n son mezclas como las 

descritas para el procedimiento anterior. 

El uso de las mezclas y el procedimiento previamente 
descritos mejoran tanto la sensibilidad como la 

15 especificidad de la reaccidn de amplificaci6n de genoma. La 
mejora en la sensibilidad se logra disminuyendo al miximo 
el grado de degeneracidn de iniciadores disenados en una 
zona conservada entre diferentes secuencias relacionadas, 
especialmente en una zona conservada el genoma de agentes 

20 infecciosos relacionados. En la t6cnica anterior, el grado 
de degeneracidn era siempre superior al numero de 
diferentes agentes que se podrlan amplificar, por lo que la 
concentracidn efectiva de cada uno de los iniciadores 
estaba tanto m&s disminuida cuanto mayor f uera el grado de 

25 degeneracidn. 

Por otra parte, la mejora en la especificidad se logra 
aumentando, si es necesario, la longitud de los iniciadores 
mediante la introduccidn de secuencias correspondientes a 

30 zonas no conservadas entre las diferentes secuencias 
relacionadas que se quieren amplificar. De este modo se 
evitan los problemas derivados de la amplificacidn con 
iniciadores degenerados segiin la t6cnica anterior. La 
escasa longitud que generalmente tienen las zonas 

35 conservadas entre secuencias relacionadas no es normalmente 
suficiente para evitar que los iniciadores disenados en 
esas zonas hibriden inespecif icamente con secuencias 
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similares presentes en genomas con elevada complejidad, 
como el humano. El aumento en la longitud de los 
iniciadores segun la invenci6n disminuye la probabilidad de 
hibridacidn inespeclf ica con secuencias similares presentes 
5 en genonas conplejos. 

Las mezclas y el procedimiento anteriornente descritos 
son especialnente utiles para la detecci6n, utilizando una 
linica mezcla de reaccidn, de diferentes secuencias 
10 gen6nicas relacionadas , especialnente para la detecci6n de 
agentes infecciosos relacionados , mas especialnente para la 
deteccion de virus relacionados. 

Otro aspecto de la invencidn es un procediniento de 
15 anplificacidn de genona para la deteccidn y la 
identif icacidn de secuencias gendmicas en una unica nezcla 
de reaccidn caracterizado porque al nenos uno de los 
iniciadores utilizados es una nezcla caracterizada 



20 



i) por obtenerse cono suna sinple de oligonucledtidos, 

ii) por incluir, cada uno de los oligonucleotides 
componentes de dicha nezcla, preferentenente en su extreme 
3', secuencias especificas de cada una de las secuencias 
que se quieren tipificar en la reaccidn de anplif icacidn, 

25 iii) por estar disefiada de nanera que los fragnentos 
especif icos anplificados son diferentes entre si por tanano 
o por dif erente narcaje f isico o quinico de cada uno de los 
oligonucledtidos componentes de la nezcla, y 
iv) porque uno o mas de los oligonucledtidos conponentes 

30 de dicha mezcla pueden diferenciarse de las secuencias 
conocidas que se quieren amplificar en la menos un 
nucledtido . 

Otro aspecto de la invencidn son mezclas como las 
35 descritas para el procedimiento anterior. 



Otro aspecto de la invencidn es un procedimiento de 
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detecci6n e identif icaci6n de secuencias genbmicas 
relacionadas en dos reacciones de amplif icacidn 
consecutivas , caracterizado por 

5 i) hacerse una primera reaccidn de amplif icacidn de 
genoma en la gue al menos uno de los iniciadores utilizados 
es en una mezcla como la utilizada en el primer 
procedimiento descrito y 

ii) tomando como substrato el producto de la primera 
10 reaccidn, realizar una segunda reaccidn de amplif icaci6n de 
genoma en la que al menos uno de los iniciadores utilizados 
es una mezcla como la utilizada en el segundo procedimiento 
descrito. 

15 El procedimiento anteriormente descrito permite 

realizar tanto la deteccidn como la identif icacidn de 
secuencias gendmicas relacionadas, especialmente de 
secuencias correspondientes a agentes infecciosos 
relacionados, en dos reacciones de amplif icacidn 

20 consecutivas. 

Segun la invencidn, la mezcla compleja de iniciadores 
utilizada en la segunda reaccidn no produce las 
amplificaciones inespeclf icas derivadas de su uso en 

25 presencia de un genoma complejo. Esto se logra utilizando 
como genoma substrato de la reaccidn un polinucledtido 
obtenido en la primera reaccidn de amplif icacidn. La 
amplificacidn "multiplex" segun la invencidn tiene como 
principal ventaja el poder realizar diferentes reacciones 

30 de identif icacidn utilizando una unica mezcla de reaccidn, 
lograndose una importante mejora en la metodologia del 
diagnostics 

Las mezclas y el procedimiento anteriormente descritos 
35 son especialmente utiles para la deteccidn y la 
tipificacidn de diferentes secuencias gendmicas 
relacionadas, especialmente para la deteccidn de agentes 
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infecciosos relacionados, m6s especialmente para la 
detecci6n de virus relacionados. 

Otro aspecto de la invenci6n son mezclas de 
5 oligonucledtidos disenadas para ser utilizadas como 
iniciadores de una reacci6n de amplif icaci6n, 
caracterizadas porque al menos uno de los oligonucledtidos 
componentes de dicha mezcla se diferencia de las secuencias 
conocidas que se quieren amplificar en al menos un 
10 nucle6tido. 



La alteracidn de la secuencia segiin la invencion, 
tiene como principal objetivo lograr que las mezclas 
complejas de iniciadores sean compatibles entre si; es 

15 decir, que no se produzcan hibridaciones entre los 
diferentes componentes de las mezclas de oligonucledtidos 
presentes en la mezcla de reaccidn de amplif icacidn. Las 
hibridaciones entre oligonucle6tidos, frecuentes en mezclas 
complejas, producen durante la reaccion de amplif icacidn 

20 secuestro del reactivo necesario y, a menudo, la formacidn 
de dimeros de iniciadores. 



Una realizacidn de la invenci6n es la aplicacidn de 
las mezclas y los procedimientos anteriormente descritos a 

25 la deteccidn de agentes infecciosos relacionados, 
especialmente de virus relacionados, mas especialmente de 
virus pertenecientes a la misma familia y aun m&s 
especialmente de virus pertenecientes a la familia 
herpesviridae o de virus pertenecientes a la familia 

30 retroviridae , muy especialmente aqu^llos capaces de 
infectar a humanos. 

Los siguientes Ejemplos y Figuras ilustran, pero no 
limitan, algunos de los modos de llevar a cabo la 
35 invencidn. 
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Pescripgifri fls las fismras 

Figura 1 

Alineamiento de las secuencias de aminoScidos 
5 correspondientes a los genes polimerasa de los 6 
herpesvirus humanos: herpes simplex tipo 1 (HSV1), herpes 
simplex tipo 2 (HSV2), virus varicela-z6ster (VZV) , 
citomegalovirus (CMV), herpesvirus humano tipo 6 (HHV6) y 
virus de Epstein-Barr (EBV) . HHVCON representa los 
10 aminodcidos conservados entre todos los herpesvirus 
humanos. Las zonas conservadas hom61ogas a la ADN- 
polimerasa a humana (HUMANA) est&n subrayadas. 

Figura 2 

15 Alineamiento de aminodcidos de las secuencias 

relacionadas entre herpesvirus humanos que contienen las 
secuencias hom61ogas "IYGDTD" y "KK.Y.G". Se representan 
tambi£n las secuencias hom61ogas a "IYGDTD" de la ADN- 
polimerasa a humana, y de las ADN-polimerasas de levadura, 

20 virus vaccinia, adenovirus 2 y los bacteri6f agos T4 y *29. 

Figura 3 

Alineamiento de nucle6tidos de las hebras codif icantes 
para las secuencias relacionadas entre herpesvirus humanos 
25 que contienen las zonas conservadas "IYGDTD" y "KK.Y.G". 

Figura 4 

Alineamiento de amino£cidos de las secuencias 
relacionadas entre retrovirus humanos que contienen las 

30 zonas conservadas "VLPQG" y "QYMDD". HRVCON representa los 
amino&cidos conservados entre todos los retrovirus humanos . 
Las letras en mayriscula son amino4cidos presentes en todos 
los aislados conocidos, las letras miniisculas son 
amino&cidos pref erentes y el signo de interrogacidn indica 

35 que en ese lugar no hay ningtin aminodcido preference. Las 
secuencias se han obtenido analizando 15 aislados de HIV1, 
8 aislados de HIV2, 1 de HTLVI y 1 de HTLVII. 
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Figura 5 

Alinearoiento de nucle6tidos para las secuencias 
relacionadas entre retrovirus humanos que contienen las 
zonas conservadas "VLPQG" y "QYMDD". Las letras en 
5 mayiiscula son nucle6tidos presentes en todos los aislados 
conocidos, las letras mintisculas son nucle6tidos 
preferentes y el signo de interrogaci6n indica que en ese 
lugar no hay nucle6tido preferente. Las secuencias se han 
obtenido analizando 15 aislados de HIVl f 8 aislados de 
10 HIV2, 1 de HTLVI y 1 de HTLVII. 

Figura 6 

1 Electrof oresis en gel de agarosa de los fragmentos de 
amplif icacidn generados en el Ejemplo 3. Adem6s del 

15 marcador de peso molecular (M) , que contiene un fragment© 
de 123 pares de bases (bp) y sus miiltiplos enteros, los 
fragmentos de 194 bp generados por amplif icacidn de agua 
(H 3 0) como control negativo y de genoma humano en presencia 
de los herpesvirus HSV1, HSV2 , VZV, CMV, HHV6 y EBV. 

20 

2 Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de 
amplif icacidn generados en el Ejemplo 8. Adem£s del 
marcador de peso molecular, los fragmentos de 156 bp para 
HSVl y HSV2, 144 bp para VZV, 131 bp y 166 bp para CMV, 119 

25 bp para HHV6 y 95 bp para EBV. 

Figura 7 

(a) Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de 
la primera amplif icaci6n generados en el Ejemplo 10. Adem6s 

30 del marcador de peso molecular (M) que contiene fragmentos 
de 75 142, 154, 200, 220 298, 344, 394 y 516 bp, los 
fragmentos de 194 bp generados por amplif icacidn de agua 
(O) como control negativo, de genoma humano en ausencia (H) 
o presencia de los herpesvirus HSVl (1), HSV2 (2), VZV (3), 

35 CMV (4), HHV6 (5) y EBV (6) y de las muestras clinicas A, 
B, C, D y E. 
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b) Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos de 
la segunda amplif icacidn generados en el Ejemplo lO.Ademas 
del marcador de peso molecular, los fragmentos de 120 bp 
para HSV1 y HSV2, 98 bp para VZV, 78 bp para CMV, 66 bp 
5 para HHV6 y 54 bp para EBV. 



Eiemplos 

Ejemplo 1. Diseiio de iniciadores para la detecci6n de 
10 herpesviridae humanos. 

El bloque genico conservado entre los herpesviridae 
contiene un gen especialmente conservado, el de la ADN- 
polimerasa, cuya 6ecuencia de aminoacidos se refleja en la 

15 figura 1. Se seleccionan, entre otras posibilidades , la 
secuencias relacionadas que comprenden las zonas 
conservadas "IYGDTD" , conservada incluso para la ADN- 
polimerasa a humana, y la "KK.Y.G", sdlo presente en 
herpesviridae. Las secuencias de aminoacidos relacionadas 

20 y las secuencias de las hebras codificantes de los 
herpesvirus humanos correspondientes a las secuencias 
relacionadas elegidas se reflejan en las Figuras 2 y 3, 
respectivamente. A partir del analisis de las secuencias 
relacionadas, se disefian los siguientes iniciadores: 

25 

POLARIDAD POSITIVA: 

Mezcla de los siguientes oligonucle6tidos , seleccionados en 
la zona conservada "IYGDTD": 

iniciador HSV 5'-cgc ate ATC TAC GGG GAC ACG GA 
30 iniciador VZV 5'-aag gtt ATA TAT GGA GAT ACG GA 
iniciador CMV 5' -egg gtc ATC tac ggg GAC acg ga 
iniciador HHV6 5 '-gag gta ATT TAT GGT GAT ACG GA 
iniciador VZV 5'-cga gtc ATC TAC GGG GAC ACG GA 



35 



Los nucledtidos correspondientes a la zona conservada 
estan en mayusculas y los correspondientes a una zona no 
conservada estan en mintisculas. 
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POIARIDAD NEGATIVA: 

Mezcla de los siguientes oligonucledtidos, 
seleccionados en la zona conservada "KK.Y.G" : 
iniciador HSV 5 '-at gac GCC GAT GTA CTT TTT CTT 
5 iniciador VZV 5 '-at tac CCC AAT GTA CTT TTT CTT 
iniciador CMV 5'-ac ttt ACC AAT GTA TCT TTT CTT 
iniciador HHV6 5'-tg tct ACC AAT GTA TCT TTT TTT 
iniciador EBV 5'-ag cac CCC CAC ATA TCT CTT CTT 

10 los nucle6tidos correspondientes a la zona conservada 

estan en mayusculas y los correspondientes a una zona no 
conservada estan en minusculas. 

Ejenplo 2. Diseiio de iniciadores para la detecci6n de 
15 retroviridae humanos. 

En el genoma de los retroviridae existe igualmente un 
gen especialnente conservado, el de la polimerasa. Se 
seleccionan las secuencias relacionadas que comprenden las 

20 zonas conservadas "VLPQG" y "QYMDD". Las secuencias se 
aninoacidos relacionadas y las secuencias de las hebras 
codificantes de los retrovirus humanos correspondientes a 
las secuencias relacionadas elegidas se reflejan en las 
Figuras 4 y 5, respectivamente . A partir del analisis de 

25 las secuencias relacionadas, se disefian los siguientes 
iniciadores: 

POLARIDAD POSITIVA: 

Mezcla de los siguientes nucle6tidos, seleccionados en 
30 la zona conservada "VLPQG": 

iniciador HIVl 5'-cag tac aat GTG CTT CCA CAG GG 
iniciador HIV2 5'-ata tat aag GTC TTA CCA CAG GG 
iniciador HTLVI 5'-gca tgg act GTC CTT CCA CAG gg 
iniciador HTLVII 5'-gcc tgg aga GTA CTC CCC CAA GG 



35 



Los nucle6tidos correspondientes a la zona conservada 
estdn en mayusculas y los correspondientes a una zona no 
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conservada est£n en mimisculas. 

POLARIDAD NEGATIVA: 

Mezcla de los siguientes nucle6tidos, seleccionados en 
5 la zona conservada "QYMDD": 

iniciador HIV1 5'-ac ata caa ATC ATC CAT GTA TTG 
iniciador HIV2 5 '-at taa gat ATC ATC CAT GTA CTG 
iniciador HTLVI 5'-aa aag tat GTC ATC CAT GTA TTG 
iniciador HTLVII 5'-ag gag aat GTC ATC CAT GTA CTG 
10 Los nucle6tidos correspondientes a la zona conservada 

estdn en mayiisculas y los correspondientes a una zona no 
conservada est£n en mintisculas. 

Ejemplo 3. Detecci6n de herpesviridae humanos. 

15 

Se preparan r ■ stras conteniendo genoma humano en 
presencia de herpes rus. Un m6todo simple de preparacidn 
de muestras consists en el tratamiento durante 45 minutos 
a 56*C de la suspensidn celular en 50 mM KC1, 10 dM Tris- 
20 HCl(pH 8,3) , 0,5% Tween 20 th , 100 /ig/ml proteinasa K; 
seguido de inactivaci6n de la proteasa por incubacidn 
durante 10 minutos a 96 fl C y posterior enfriamiento de la 
muestra hasta 4 B C. 

25 Las muestras se amplifican con 30-40 ciclos de 

amplificacidn, con una temperatura de hibridaci6n de los 
iniciadores que puede elegirse entre los 45 y los 55 fi C. La 
temperatura de desnaturalizaci6n de la muestra puede estar 
entre los 92 y los 96 B C, preferiblemente 94 fi C. La 

30 temperatura de extensidn de la polimerizaci6n puede estar 
entre los 60 y los 80 B C, preferiblemente 72 B C. Los tiempos 
de cada ciclo pueden elegirse en el intervalo de 10 
segundos a 2 minutos, preferiblemente 20 a 90 segundos, m6s 
preferiblemente 30 a 60 segundos y mSs preferiblemente 30 

35 segundos. 

La reacci6n transcurre en una soluci6n de reacci6n que 
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contiene, ademas de la muestra, entre 10 nM y 10 (M de cada 
uno de los componentes de las mezclas de iniciadores, 
preferiblemente entre 100 nM y l & y mas preferiblemente 
200 nM. El volumen de reacci6n puede elegirse entre 5 ^1 y 
5 500 mL. preferiblemente entre 10 til y 100 #*1 y mas 
preferiblemente es de 50 pi. 

Utilizando los iniciadores diseiiados en el Ejemplo 1, 
se ensayan muestras conteniendo cada uno de los herpesvirus 
10 humanos (HSV1, HSV2 , VZV, CMV, HHV6 y EBV). El analisis de 
los fragmentos generados se muestra en la Figura 6. Todos 
los herpesvirus humanos generaron fragmentos de 194 bp. 

Bjemplo 4. Disefio de sondas para la identificacion de 
15 herpesviridae humanos. 

Para la identif icacidn de los fragmentos generados en 
el Ejemplo 3, se disenan las sondas correspondientes a cada 
uno de los herpesvirus humanos a partir de las secuencias 
20 reflejadas en la Figura 3. Se eligen sondas solapantes, es 
decir, dirigidas a una zona no conservada entre los 
diferentes herpesvirus. Como zona se elige la que codifica 
para los aminoacidos AAGLTAV en HSV1, GEALVAM en HSV2, 
VEGIAKI en VZV, PQALVAR en CMV, NQSLRRI en HHV6 y ESETLRG 

25 en EBV. Las secuencias de nucle6tidos son las siguientes: 
SOnda HSV1 5'-CC GCC GGG CTG ACG GCC GTG 

sonda HSV2 5'-GC GAA GCG CTG GTG GCC ATG 

SOnda VZV 5'-TT GAG GGG ATA GCT AAA ATC 

sonda CMV 5'-CG CAG GCT CTG GTG GCG CGT 

30 sonda HHV6 5 '-AT CAG TCT CTG CGA AGG ATT 

sonda EBV 5 '-AG AGC GAG ACC CTG CGC TTT 

Ejemplo 5. Disefio de sondas para la identificaci6n de 
retroviridae humanos. 

35 

Para la identificacidn de los fragmentos generados a 
partir de los iniciadores diseftados en el Ejemplo 2, se 
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disenan las sondas correspondientes a cada uno de los 
retrovirus humanos a partir de las secuencias ref lejadas en 
la Figura 5. Se eligen, como en el Ejemplo anterior, sondas 
solapantes. Como zona no conservada se elige la que 
codifica para los aminoacidos QNPblVIY de HIV1, ANPDVILI de 
HIV2, MFPTSTIV de HTLV1 y AFPQCTIL de HTLVII. Las 
secuencias de nucledtidos son las siguientes: 
sonda HIV1 5'-CAA AAT CCA GAC ATA GTG ATC TAT 

SOnda HIV2 5'-GCA AAC CCA GAT GTC ATT CTC ATC 

sonda HTLVI 5'-ATG TTT CCC ACA TCG ACC ATT GTC 
sonda HTLVII 5'-GCC TTC CCC CAA TGC ACT ATT CTT 

Ejemplo 6. Diseno de iniciadores para la deteccidn e 
identificacion de herpesviridae humanos en los que el 
L5 marcaje es el peso molecular del fragmento amplificado. 

Para la identif icacidn de los fragmentos generados en 
el Ejemplo 3, se disenan los iniciadores para una segunda 
reaccidn de amplif icacidn de modo que cada uno de los 
20 herpesvirus humanos amplificados genere un fragmento de 
diferente peso molecular. A partir de las secuencxas 
ref lejadas en la Figura 3, se seleccionan inicialmente los 
siguientes iniciadores de reaccidn de polaridad positive: 
iniciador HSV 5'-TG TGC CGC GGC CTC ACG G 
iniciador VZV 5 ' -ATA GCT AAA ATC GGC GAG AAA ATG GCA CA 
iniciador CMV 5'-GGG CCC AGC CTG GCG CAC TA 
iniciador HHV6 5'-GCC AAA CAT ATC ACA GAT CG 
iniciador EBV 5'-ACC CGG AGC CTG TTT GTG GC 

Analizando las posibles interacciones entre los 
diferentes oligonucle6tidos de .las mezclas de iniciadores, 
se observa la siguiente: 

iniciador hsv 5 ' -tgtgccgcggcctcacgg 

III I 

GGCACTCCGGCGCCGTGT- 5 ' iniciador HSV 
y se decide la introducci6n de alteraciones en el extreme 
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5' de la secuencia del iniciador, modif icandose as! la 
mezcla de oligonucle6tidos disenada: 

POLARIDAD POSIT TVA: 

iniciador HSV 5'-TG TGA AGC GGC CTC ACG G 

iniciador VZV 5' -ATA GCT AAA ATC GGC GAG AAA ATG GCA CA 

iniciador cmv 5'-ggg ccc agc ctg gcg cac ta 

iniciador HHV6 5'-GCC AAA CAT ATC ACA GAT CG 
iniciador EBV 5'-ACC CGG AGC CTG TTT GTG GC 



Aunque en el Ejemplo no se describen iniciadores 
especificos de HSV1 y HSV2, la invencidn admite el diseno 
de dichos iniciadores especificos, que deberian terminar en 
alguna o algunas de las escasas diferencias que presentan 
15 las secuencias de estos virus. 

Como mezcla de polaridad negativa se decide utilizar 
la mezcla de detecci6n de polaridad negativa disenada en el 
Ejemplo l: 

20 POLARIDAD NEGATIVA: 

Mezcla de los siguientes oligonucledtidos , 
seleccionados en la zona conservada "KK.Y.G" : 
iniciador HSV 5 '-AT GAC GCC GAT GTA CTT TTT CTT 
iniciador VZV 5 '-AT TAC CCC AAT GTA CTT TTT CTT 

25 iniciador CMV 5 '-AC TTT ACC AAT GTA TCT TTT CTT 
iniciador HHV6 5'-TG TCT ACC AAT GTA TCT TTT TTT 
iniciador EBV 5 '-AG CAC CCC CAC ATA TCT CTT CTT 

La amplificacidn utilizando las mezclas disefiadas 
30 deberia generar fragmentos de 156 bp para HSV1 o HSV2, 144 
bp para VZV, 131 bp para CMV, 119 bp para HHV6 y 95 bp para 
EBV. 



35 



Ejemplo 7. Disefto de iniciadores para la deteccidn e 
identificacidn de retroviridae humanos en los que el 
marcaje es el peso molecular del fragmento amplificado. 



WO 93/25707 




PCT/ES93/00048 



10 



17 

Para la identif icacidn de los fragmentos generados a 
partir de los iniciadores disenados en el Ejemplo 2, se 
diseftan los iniciadores para una segunda reaccidn de 
amplif icacidn de modo que cada uno de los retrovirus 
humanos amplif icados genera un fragmento de diferente peso 
molecular. A partir de las secuencias reflejadas en la 
Figura 5, se seleccionan inicialmente los siguientes 
iniciadores de reacci6n, de polaridad positive, todos ellos 
solapantes con la zona conservada "VLPQG": 



POLARIDAD POSITIVA: 

iniciador HIV1 5'-AAT GTG CTT CCA CAG GGA TGG AA 
iniciador HIV2 5'-AAG GTC TTA CCA CAG GGA TGG AA 
iniciador HTLVI 5 '-ACT GTC CTT CCA CAG GGG TTT AA 
15 iniciador HTLVII 5'-AGA GTA CTA CCC CAA GGG TTT AA 

Como mezcla de polaridad negativa se disefia la 
siguiente mezcla de oligonucleotides: 
POLARIDAD NEGATIVA: 
20 iniciador HIV1 5'-ATA GTT ATG TAC CTA CTA AAC ATA 
iniciador HIV2 5'-CGT TTG GGT CTA CAG TAA GAG 
iniciador HTLVI 5'-CGG CAG GAG TTG GGG TAC TCC 
iniciador HTLVII 5' -TAC GTC GAC CGG GTA TAG GA 

25 La amplificacidn utilizando las mezclas diseftadas 

deberia generar fragmentos de 129 bp para Hivi, 95 bp para 
HIV2, 77 bp para HTLVI y 65 bp para HTLVII. 

Ejemplo 8. Detecci6n de herpesviridae humanos e 
30 identificacidn por el peso molecular del fragmento 
amplif icado. 

Utilizando las mezclas de iniciadores de tipificacion 
disenadas en el Ejemplo 6, se reamplif icaron , en las 
35 condiciones definidas en el Ejemplo 3, diluciones 1:1000 de 
los fragmentos de 194 bp generados en la reacci6n de 
deteccidn del Ejemplo 3. Como se refleja en la Figure 6 
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todos los herpesvirus generaron el fragmento del peso 
molecular esperado. CMV generd ademas una segunda banda de 
peso molecular superior (166 bp) debida probablemente a 
hibridacidn inespecif ica del iniciador de tipif icaci6n de 
EBV en el tercio 5' del fragmento de 194 bp de CMV: 

iniciador EBV 5 ' -ACCCGGAGCCTGTTTGTGGC 



• • • ; • • • 



CMV CGGGTCATCTA(XH5GGACACGGACAGCGTGTTTGTCCGCTTTCGTGGCCTGA 
10 cgccGCAGGCTCTGGTGGCGCGTGGGCCCAGCCTGGCGCACTACGTGACGGC 
CTGTCTTTTTGTGGAGCCCGTCAAGCTGGAGTTTGAAAAGGTCTTCGTCTCT 
CTTATGATGATCTGCAAGAAACGTTACATCGGCAAAGT 

Ejemplo 9. Segundo disefio de iniciadores para la deteccidn 
15 e identificacion de herpesviridae humanos en los que el 
marcaje es el peso molecular del fragmento amplificado. 

Para aumentar la sensibilidad y especif icidad de la 
reaccion de identif icacidn y en concreto para evitar la 
20 aparicidn de las bandas inespecificas detectadas en el 
Ejemplo 8, se disenan nuevos iniciadores para la segunda 
reaccidn de identif icacidn de manera similar a como se hizo 
en el Ejemplo 6. 

25 A partir de las secuencias reflejadas en la Figura 3, 

se seleccionan inicialmente los siguientes iniciadores de 
reaccidn de polaridad positiva: 



iniciador HSV1 5'-GTG CTG TGC CGC GGC CGC AC 

iniciador HSV2 5'-GTT TTG TGC CGC GGC CGC AC 

iniciador V2V 5'-T GAG GGG ATA GCT AAA ATC G 

iniciador CMV 5' -GGG CCC AGC CTG GCG CAC TA 

iniciador HHV6 5'-GCC AAA CAT ATC ACA GAT CG 

iniciador EBV 5'-ACC CGG AGC CTG TTT GTG GC 

Teniendo en cuenta que seria posible utili2ar un unico 
oligonucledtido iniciador para la amplif icacidn de HSV1 y 
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HSV2 , se decide rediseftar un linico eligonucle6tido como 
iniciador de ambos, introduciendo en su secuencia una 
combinaci6n de ambas: 

5 iniciador HSV 5'-GTG TTG TGC CGC GGC CGC AC 

Como mezcla de polaridad negativa se disena la 
siguiente mezcla de oligonucledtidos: 

10 POLARIDAD NEGATIVA: 

Mezcla de los siguientes oligonuclebtidos, 
seleccionados en la zona conservada W E.EK. . : 
iniciador HSV 5' -GGT GAA CGT CTT TTC GAA CTC 
iniciador VZV 5' -TAT AAA AGT TTT TTC ACA CTC 

15 iniciador CMV 5'-GAC GAA GAC CTT TTC AAA CTC 
iniciador HHV6 5' -ACA TAA AAT CTT TTC AAA CTC 
iniciador EBV 5'-GGA GAA GGT CTT CTC GGC CTC 

Analizando las posibles inter acciones entre los 

20 diferentes oligonucledtidos de las mezclas de iniciadores, 
asi como entre ellos y las secuehcias previamente 
amplificadas en el Ejemplo 3, se deciden introducir las 
siguientes j-odiff icaciones, en los oligonucle6tidos 
iniciadores de HSV y EBV de la mezcla de polaridad 

25 positiva: 

iniciador HSV 5'-GTG TTG TGC CGC GGT CGC AC 

iniciador EBV 5'-ACC CGG AGC CTG TTT GTA GC 

con lo que la mezcla de polaridad positiva finalmente 

disenada es: 

30 POLARIDAD POSITIVA: 

iniciador HSV 5'-GTG TTG TGC CGC GGT CGC AC 
iniciador VZV 5'-T GAG GGG ATA GCT AAA ATC G 
iniciador CMV 5' -GGG CCC AGC CTG GCG CAC TA 
iniciador HHV6 5'-GCC AAA CAT ATC ACA GAT CG 

35 iniciador EBV S'-ACC CGG AGC CTG TTT GTA GC 



La amplif icacidn utilizando las mezclas disenadas en 
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este Ejemplo deberia generar fragmentos de 120 bp para HSVl 
o HSV2, 98 bp para VZV, 78 bp para CMV, 66 bp para HHV6 y 
54 bp para EBV. 

5 Ejemplo 10. Detecci6n e identificacion por el peso 
molecular del fragmento amplificado de herpesviridae 
humanos en presencia de gencma humano y en muestras 
clinicas que los contienen. 

10 Utilizando las mezclas de iniciadores de tipificacidn 

disenadas en el Ejemplo 9, se reamplif icaron, en las 
condiciones definidas en el Ejemplo 3, diluciones 1:1000 de 
los fragmentos de 194 bp generados en la reaccion de 
deteccidn del Ejemplo 3, asl como de diluciones 1:1000 de 
15 los fragmentos de amplif icaci6n generados, siguiendo la 
reaccidn de detecci6n del Ejemplo 3, a partir de cinco 
muestras clinicas sospechosas de contener herpesvirus 
humanos. Como se refleja en la Figura 7 todos los 
herpesvirus humanos generaron el fragmento del peso 
20 molecular esperado. Igualmente, pudo identificarse el 
herpesvirus humano presente en cada una de las cinco 
muestras clinicas, detectandose HSV en las muestras 
clinicas A (liguido cefalorraguideo procedente de un 
paciente con encefalitis herpetica) y B (liguido 
25 cefalorraquideo de un paciente con meningitis 
linfocitaria) , VZV en la muestra C (liguido vesicular de un 
paciente con z6ster cutaneo) , CMV en la muestra D (orina de 
un nino con excrecidn urinaria de CMV) y EBV en la muestra 
clinica E (sangre de un nino con un sindrome 
30 linfoproliferativo que se sospechaba producido por el virus 
EBV) . 

De este modo, el uso de dos reacciones de 
amplificacidn consecutivas utilizando mezclas de 
35 iniciadores segun la invencion, permite la deteccidn e 
identificacidn de herpesvirus humanos en muestras clinicas. 
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Reivindicaciones 

1 un procedimiento de amplif icacidn de genoma para 
la deteccidn de secuencias gendmicas relacionadas en una 
unica mezcla de reaccidn, caracterizado porque al menos uno 
de los iniciadores utilizados es en una mezcla 
caracterizada 

i) por obtenerse como suma simple de oligonucledtidos, 

ii) por incluir, cada uno de los oligonucledtidos 
componentes de dicha mezcla, preferentemente en su 
extreme 3', secuencias homdlogas seleccionadas de 
entre las secuencias relacionadas que se quieren 
amplif icar, 

15 iii) por poder incluir ademas, cada uno de los 
oligonucledtidos componentes de dicha mezcla, 
preferentemente en su extremo 5', secuencias no 
homdlogas seleccionadas de entre las secuencias 
relacionadas que se quieren amplif icar, y 

20 iv) porque uno o mas de los oligonucledtidos componentes 
de dicha mezcla pueden dif erenciarse de las secuencias 
conocidas que se quieren amplificar en al menos un 
nucledtido. 

25 2 . Una mezcla de oligonucledtidos para ser utilizada 

como iniciador en una reaccidn de amplif icacidn de genoma, 
caracterizada 

i) por obtenerse como suma simple de oligonucledtidos, 
30 ii) por incluir, cada uno de los oligonucledtidos 
componentes de dicha mezcla, preferentemente en su 
extremo 3', secuencias homdlogas seleccionadas de 
entre las secuencias relacionadas que se quieren 
amplificar, 

35 iii) por poder incluir ademas, cada uno de los 
oligonucledtidos componentes de dicha mezcla, 
preferentemente en su extremo 5', secuencias no 
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homdlogas seleccionadas de entre las secuencias 
relacionadas que se quieren amplif icar, y 
iv) porque uno o mas de los oligonucledtidos coioponentes 
de dicha mezcla pueden dif erenciarse de las secuencias 
conocidas que se quieren amplificar en la menos un 
nucledtido. 

3. Un procedimiento segun la reivindicacidn 1, 
caracterizado ademas porque posteriormente se identifican 
las secuencias amplif icadas por hibridacidn o por una 
reaccidn de amplif icacidn consecutiva. 

4. procedimientos y mezclas segun las 
reivindicaciones 1 a 3, caracterizados ademas porque se 
utilizan para la deteccidn y la identif icacidn de agentes 
infecciosos relacionados, mas especialmente para la 
deteccidn de virus relacionados y aun mas especialmente 
para la deteccidn de virus capaces de infectar a mamiferos, 
especialmente a humanos. 



5. Un procedimiento de amplif icacidn de genoma para 
la deteccidn y la identif icacidn de secuencias gendmicas en 
una unica mezcla de reaccidn caracterizado porque al menos 
uno de los iniciadores utilizados es una mezcla 
25 caracterizada 

i) por obtenerse como suma simple de oligonucledtidos , 

ii) por incluir, cada uno de los oligonucledtidos 
componentes de dicha mezcla, prefer entemente en su 

30 extremo 3', secuencias especificas de cada una de las 

secuencias que se quieren tipif icar en la reaccidn de 
amplif icacidn, 

iii) por estar disefiada de manera que los fragmentos 
especificos amplificados son diferentes entre si por 

35 tamafto o por diferente marcaje fisico o quimico de 

cada uno de los oligonucledtidos componentes de la 
mezcla, y 
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iv) porque uno o mas de los oligonucleotides componentes 
de dicha mezcla pueden dif erenciarse de las secuencias 
conocidas que se quieren amplificar en la menos un 
nucledtido. 

5 

6. Una mezcla de oligonucle6tidos para ser utilizada 
como iniciador en una reaccibn de amplif icaci6n de genoma, 
caracterizada 

10 i) por obtenerse como suma simple de oligonucledtidos, 

ii) por incluir, cada uno de los oligonucledtidos 
componentes de dicha mezcla, pref erentemente en su 
extremo 3', secuencias especificas de cada una de las 
secuencias que se quieren tipificar en la reaccidn de 

15 amplif icacidn, 

iii) por estar diseftada de manera que los fragraentos 
especlficos amplif icados son diferentes entre si por 
tamano o por diferente marcaje flsico o quimico de 
cada uno de los oligonucle6tidos componentes de la 

20 mezcla, y 

iv) porque uno o mas de los oligonucledtidos componentes 
de dicha mezcla pueden dif erenciarse de las secuencias 
conocidas que se quieren amplificar en la menos un 
nucledtido. 



25 



30 



7. procedimientos y mezclas segun las 
reivindicaciones 5 y 6, caracterizados ademas porque se 
utilizan para la deteccion y la identif icacidn de agentes 
infecciosos relacionados , mas especialmente para la 
deteccidn de virus relacionados y aun mas especialmente 
para la detecci6n de virus capaces de inf ectar a mamif eros , 
especialmente a humanos. 



35 



8. Un procedimiento de detecci6n e identificacidn de 
secuencias genomicas relacionadas en dos reacciones de 
amplif icaci6n consecutivas , caracterizado por 
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i) hacerse una primera reacci6n de aroplif icaci6n de 
genoma segiin la reivindicacidn 1 y 

ii) tomando como substrato el producto de la primera 
reacci6n de amplif icacidn, realizar una segunda 

5 reaccidn de amplif icacion de genoma segiin la 

reivindicacidn 5. 

9. un procedimiento segiin la reivindicaci6n 8 
caracterizado ademas porque se utiliza para la deteccidn y 
10 la identificaci6n de agentes infecciosos relacionados, mas 
especialmente para la detecci6n de virus relacionados y aiin 
mas especialmente para la deteccidn de virus capaces de 
infectar a mamlferos, especialmente a humanos. 



15 



20 



25 



10. Procedimientos y mezclas segiin las 
reivindicaciones 1 a 9 caracterizados ademas 

i) porque las secuencias de los oligonucledtidos 
componentes de las mezclas se seleccionan de entre las 
secuencias de los miembros de la familia retroviridae, 
especialmente de los genes gag y pol, y 

ii) porque se utilizan para la detecci6n y la 
identificacidn de retroviridae, especialmente de 
retroviridae capaces de infectar a humanos. 



11. Procedimientos y mezclas segiin las 
reivindicaciones 1 a 10, caracterizados ademas por que 
utilizan como base al menos una de las siguientes mezclas 
de oligonucledtidos o de los homdlogos en las hebras 
3 0 complementar ias : 

i) 5 ' -CAGTACAATGTGCTTCCACAGGG 
5 ' -ATATATAAGGTCTTACCACAGGG 
5 ' -GCATGGACTGTCCTTCC ACAGGG 
35 5 ' -GCCTGGAGAGTACTCCCCCAAGG 
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ii ) 5 ' -ACATACAAATCATCCATGTATTG 
5 ' -ATTAAGATATCATCCATGTACTG 
5 ' -AAAAGTATGTCATCCATGTATTG 
5 ' -AGGAGAATGTCATCCATGTACTG 

iii) 5 ' - AATGTGCTTCCACAGGGATGGAA 
5 ' -AAGGTCTTACCACAGGGATGGAA 
5 ' - ACTGTCCTTCCACAGGGGTTTAA 
5 ' - AGAGTACTACCCCAAGGGTTTAA 

i v ) 5 ' -AATGTGCTTCCACAGGGATGGAAAGG 
5 ' -AAGGTCTTACCACAGGGATGGAAAGG 
5 ' -ACTGTCCTTCCACAGGGGTTTAA 
5 ' -AGAGTACTACCCCAAGGGTTTAA 

12. Procedimientos y mezclas segiin las 
reivindicaciones 5 a 10, caracterizados ademAs por que 
utilizan como base al menos una de las siguientes mezclas 
de oligonucleotides o de los hom61ogos en las hebras 
complementar ias : 

i ) 5 ' -ATAGTTATGTACCTACTAAACATA 
5 9 -CGTTTGGGTCTACAGTAAGAG 

5 9 -CGGCAGGAGTTGGGGTACTCC 
5 9 -TACGTCGACCGGGTATAGGA 

ii ) 5 9 -CTCTAAGATTTTTGTCATGCTAC 
5 ' -GAGAATGACATCTGGGTTTGC 

5 ' -ATCCATGTATTGGACAATGGTCG 

5 ' -GGCTTGCCGAATGGGCTGCAGGATATGGGC 

13. Procedimientos y mezclas segiin la? 
reivindicaciones 1 a 9 caracterizados ademAs 



35 



i) porque las secuencias de los oligonucle6tidos 
componentes de las mezclas se seleccionan de entre las 
secuencias de los miembros de la familia 
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herpesviridae, especialmente del bloque conservado que 
comprende los genes homdlogos a los genes UL27, UL28, 
UL29 y UL30 del virus herpes simplex tipo 1, y 
ii) porque se utilizan para la detecci6n y la 
5 identificaci6n de herpesvir idae , especialmente de 

herpesviridae capaces de infectar a humanos. 

14. Procedimientos y mezclas segiin las 
reivindicaciones 1 a 9 y 13, caracterizados ademds por que 
10 utilizan como base al menos una de las siguientes mezclas 
de oligonucledtidos o de los hom61ogos en las hebras 
complementarias : 

i ) 5 ' -CGCATCATCTACGGGGACACGGA 
15 5 ' -AAGGTTATATATGGAGATACGGA 

5 ' -CGGGTCATCTACGGGGACACGGA 
5 ' -GAGGTAATTTATGGTGATACGGA 
5 ' -CGAGTCATCTACGGGGACACGGA 

20 i i ) 5 ' - ATGACGCCGATGTACTTTTTCTT 

5 ' -ATTACCCCAATGTACTTTTTCTT 
5 ' -ACTTTACCAATGTATCTTTTCTT 
5 ' -TGTCTACCAATGTATCTTTTTTT 
5 ' - AGCACCCCCACATATCTCTTCTT 

25 

iii) 5 ' -GGTGAACGTCTTTTCGAACTC 
5 ' -TATAAAAGTTTTTTCACACTC 
5 ' -GACGAAGACCTTTTCAAACTC 
5 ' -ACATAAAATCTTTTCAAACTC 
30 5 9 -GGAGAAGGTCTTCTCGGCCT C 

15. Procedimientos y mezclas segiin las 
reivindicaciones 5 a 9 y 13, caracterizados ademds por que 
utilizan como base al menos una de las siguientes mezclas 
35 de oligonucle6tidos o de los hom61ogos en las hebras 
complementarias : 
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i ) 5 ' -TGTGCCGCGGCCTCACGG 

5 ' - ATAGCTAAAATCGGCGAGAAAATGGCACA 
5 ' -GGGCCCAGCCTGGCGCACTA 
5 ' -GCCAAACATATCACAGATCG 
5 ' -ACCCGGAGCCTGTTTGTGGC 

i i ) 5 ' -GTGTTGTGCCGCGGTCGCAC 
5 ' -TGAGGGGATAGCTAAAATCG 
5 ' -GGGCCCAGCCTGGCGCACTA 
5 ' -GCCAAACATATCACAGATCG 
5 ' - ACCCGGAGCCTGTTT 
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FIGURA 7 




HOJA SUSTSTIHDA 



